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RESUMEN
La calidad en los aceites de oliva es uno de los objetivos fundamentales para los olivicultores. Dicha calidad se
encuentra limitada por varios factores que pueden ser agronómicos o tecnológicos. En este estudio se determinan los
niveles de ácido oleico y de otros ácidos grasos en aceites de oliva extra virgen, procedentes de siete variedades de olivo
(Olea europaea L.). Por otra parte se analiza la expresión del enzima Stearoyl-ACP desaturasa o  D9 desaturasa,
directamente relacionado con la biosíntesis del ácido oleico (C18:1), en el fruto maduro de las mismas variedades
mediante técnicas de RT-PCR y Northern blot no radioactivo. El análisis del aceite muestra diferencias significativas en
los niveles de la mayoría de los ácidos grasos analizados. En el caso del ácido oleico, los porcentajes más altos fueron
detectados en el aceite de las variedades Picual y Loaime, en comparación con los del resto de las variedades estudiadas
(Picholine marocaine, Menara, Lucio, Hojiblanca y Arbequina). El análisis de la expresión de D9 desaturasa muestra
igualmente que sus transcritos son más abundantes en el fruto maduro de estas dos variedades. Estos resultados
confirman la influencia de la expresión de D9 desaturasa como factor genético en los niveles de su producto (ácido
oleico) en el proceso lipogenético y como consecuencia, en el grado de saturación de los ácidos grasos que componen el
aceite de oliva.
PALABRAS CLAVE: Ácido oleico, desaturación, Stearoyl-acyl carrier protein (ACP) desaturasa, variedades de olivo.
INTRODUCCIÓN
El aceite de las plantas superiores contiene varias clases de ácidos grasos. Estos últimos determinan el valor de
los aceites que pueden ser utilizados en la nutrición humana o como fuentes para la industria química (Murphy, 1994;
Ohlrogge, 1994). El aceite de oliva como modelo, está compuesto principalmente por ácidos grasos insaturados: oleico
(18:1), linoleico (18:2) y palmítico (16:0). Además, se aprecian niveles reducidos pero significativos de esteárico (18:0),
palmitoleico (16:1), linolénico (18.3) y aráquico (20:0). Los niveles de los ácidos grasos destacados en plantas puede
estar influido por factores tecnológicos como por ejemplo el tipo de procedimiento empleado para la extracción del
aceite (Esti y col, 1998) y por factores agronómicos, mucho más estudiados (Aparicio y Luna, 2002). Entre estos
factores agronómicos figuran la realización de tratamientos fitosanitarios para la lucha contra algunas plagas del olivo
(Alvarado y col, 1999), la composición orgánica del suelo (Monge y col, 2000), el fotoperíodo (Vázquez Roncero y col,
1970), la variedad de olivo y el medio agrológico (Tous y Romero, 1994; Uceda y col, 1994; Uceda y Hermoso, 1998),
la latitud (Mousa y Gerasopoulos, 1996), el grado de madurez del fruto durante la recolección (Kiritsakis y col, 1990;
Boussendji y col, 1995) etc. Las rutas biosintéticas que conducen a la formación de ácidos grasos empiezan a ser bien
conocidas (Sánchez y col, 2002), aunque se necesita progresar en el conocimiento de su regulación. En este sentido,
consideramos importante determinar el papel de la expresión genética de una familia de enzimas relacionada con la
primera etapa de la desaturación en la ruta de biosíntesis de ácidos grasos, denominada Acyl carrier protein desaturasas
(Cahoon y col, 1997a, 1997b). Uno de los miembros más interesantes dentro de dicha familia es la Steraoyl-ACP
desaturasa comúnmente conocida por D9 desaturasa. Esta proteína cataliza la transformación del ácido esteárico en ácido
oleico mediante la introducción de un doble enlace cis en la posición 9/10 de la cadena C-18 del ácido esteárico (Nagai
y Bloch, 1968; Shanklin y Somerville, 1991; Thompson y col, 1991) (Figura 1). La caracterización  y la clonación de
cDNAs que codifican D9 desaturasa han sido llevadas a cabo en varios cultivos vegetales: azafrán (Thompson y col,
1991) y semilla de colza (Knutzon y col, 1992) además de en olivo (Angiolillo y col., 1997; Haralampidis y col., 1998).
En nuestro estudio, se ha podido establecer una relación directa entre la expresión de la D9 desaturasa y los
niveles de su producto (ácido oleico), mediante la determinación del porcentaje de este ultimo en aceites de oliva
procedentes de siete variedades de olivo Olea europaea  y el análisis en fruto maduro de las mismas variedades de la
expresión de D9 desaturasa mediante técnicas de RT-PCR y Northern blot. Este trabajo se engloba entre los estudios que
tienen como objetivo la búsqueda de nuevos factores genéticos que influyen en la calidad del aceite de oliva.
MATERIALES Y MÉTODOS
2.1. Análisis del aceite de oliva de las variedades estudiadas
Se analizó la composición de ácidos grasos de aceites monovarietales clase extra-virgen extraídos a partir de
fruto maduro de siete variedades: dos marroquíes (Picholine marocaine y Menara) y cinco de origen español (Lucio,
Picual, Loaime, Hojiblanca y Arbequina). El análisis de ácidos grasos de las muestras se realizó en un cromatógrafo de
gases HP 5890 Serie 2, según el método de determinación de ésteres metílicos de los ácidos grasos y sus isómeros
trans.
2.2. Análisis de la expresión de transcritos mediante RT-PCR
Para la extracción de RNA total a partir de fruto maduro en las variedades estudiadas, se utilizó un kit comercial
RNEasy (Quiagen) de acuerdo con las instrucciones suministradas por el fabricante. La calidad del RNA obtenido se
monitorizó mediante la medición de la A260/A280 en agua DEPC (5ml RNA en 495ml) y mediante geles desnaturalizantes
de agarosa.
La transcripción inversa fue realizada a partir de 2 mg de RNA total utilizando una Transcriptasa Reversa M-
MLV (Promega) y un adaptador  5´-GACTCGAGTCGAACATCGA(T)17-3´. La fusión del adaptador T necesitó 10min
a 70 ºC en un termociclador. Después, se añadieron los siguientes componentes: (1mM dNTPs, 1x  RT M-MLV buffer,
200 U  RT M-MLV). La incubación de la reacción se realizó a 42ºC durante una hora. Para las amplificaciones
mediante PCR se utilizaron 100 ng de RNA transcrito de forma inversa (cDNA) con la adición de los componentes
específicos de la mezcla de reacción: Ecotaq buffer 1x, 0.1 mM dNTPs, 100 ng de cada oligonucleótido, y 2.5 U Ecotaq
DNA polimerasa (C.Viral). Los oligonucleótidos utilizados fueron diseñados en base a la secuencia  de D9 desaturasa de
fruto de olivo que existe en la base de datos (Genbank U58141): se utilizó: 5’AT GTCCAACCCGTCCAGAAAG3’
como sense y 5’CCCATTCCTTAGCACCAGAA3’ como antisense. La reacción de PCR necesitó 35 ciclos de 94 o C
(1min), 58 o C (1 min) y 72  oC (1min).
2.3. Análisis mediante Northern blot no radioactivo
15 mg de RNA total de fruto maduro de cada variedad estudiada fueron separados mediante electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (formaldehído) en un gel de agarosa al 1%. Después de la electroforesis, se realizó la
transferencia del gel a una membrana de nylon (Biodyne, PALL) mediante capilaridad. La membrana fue horneada a 80
ºC durante 2 horas y luego probada con una sonda de D9 desaturasa marcada con digoxigenina preparada mediante RT-
PCR y diluida en un tampón de hibridación (7% SDS, 50% formamida, 5X SSC, 2% Blocking Reagent –Boehringer-,
50 mM fosfato monosódico, pH.7, 0.1% N- lauroylsarcosina). La concentración de la sonda en dicho tampón fue de 20
ng/ml. La hibridación se realizó a 50ºC  durante 16 horas. Después de dos etapas de lavado con un tampón 2x SSC +
0.1% SDS y un tampón 0.1x SSC + 0.1% SDS respectivamente, la membrana fue bloqueada con una solución 1% de
blocking Reagent -Boehringer- preparado en un tampón maleico (150 mM  NaCl, 100mM ácido maleico, pH 7.5)
durante una hora y luego incubada con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Boehringer)
diluído 1:10.000 en la misma solución de bloqueo durante 30 min. Después de una etapa de lavado con tampón maleico,
la membrana se incubó  con un substrato quimiomiluminiscente (CDP-Star –Boehringer-) diluído 1:100 en tampón de
detección (100 mM Tris-HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2).Finalmente, la reacción quimioluminiscente se
reveló utilizando una película de autoradiografía.
RESULTADOS
3.1. Composición del aceite de oliva de las variedades de estudio
La Tabla 1 muestra las proporciones de los ácidos grasos analizados en el aceite de las variedades estudiadas.
Los ácidos grasos más abundantes corresponden a oleico, linoleico y palmítico. También se aprecia la existencia de
niveles débiles pero significativos de esteárico, palmitoleico, linolénico y aráquico. Se observan variaciones
significativas respecto a los porcentajes de la mayoría de los ácidos grasos analizados entre las siete variedades de
estudio. Por ejemplo, el nivel del oleico es más alto en las variedades Picual (78.93%) y Loaime (76.30%) que en el
resto (Picholine marocaine -71.3%-, Menara -71.0%-, Lucio -67.58%-,  Hojiblanca -69.04%- y Arbequina -70.0%-),
mientras que el nivel de linoleico es menor en las dos variedades Picual y Lucio en comparación con el resto de las
variedades estudiadas.
3.2. Análisis de la expresión de D9 desaturasa en fruto maduro de las variedades de estudio
Los transcritos correspondientes a D9 desaturasa fueron analizados mediante RT-PCR en fruto maduro de las siete
variedades de estudio. Un producto amplificado de 400 pb que corresponde al tamaño esperado, ha sido detectado
después de la amplificación. Dicho producto fue secuenciado y analizado mediante un Standard nucleotide-nucleotide
Blast (blastn), mostrando una similitud de 98% en comparación con la secuencia D9 desaturasa de fruto de olivo que
existe en la base de datos (U58141) (resultados no mostrados). El gel (figura 2A) muestra que dichos niveles son
máximos en las dos variedades Picual y Loaime en comparación a los del resto variedades (Picholine marocaine,
Menara, Lucio, Hojiblanca y Arbequina). Para ratificar la equivalencia de la cantidad de cDNA utilizada para cada
muestra amplificada, se analizaron los niveles de transcritos de ubiquitina amplificados mediante RT-PCR desde la
forma monomérica hasta la forma pentamérica (Alché y col., 1999). Los niveles de dichos transcritos son similares en
todas las varieddes examinadas (Figura 2B). El patrón conseguido después del análisis de D9 desaturasa mediante RT-
PCR fue confirmado mediante un ensayo de Northern blot no radioactivo (Figura 3A). En este caso, se utilizó una
tinción de los RNAs ribosómicos 18S y 28S con bromuro de etidio como control (Figura 3B). El nivel de expresión para
cada variedad fue cuantificado mediante el uso de un software -Quantity One- (Figura 3C).
DISCUSIÓN
La calidad del aceite de oliva es uno de los criterios exhibidos por los olivicultores para poder competir en los
mercados con otros tipos de aceites vegetales más económicos, procedentes en su mayoría de cultivos anuales. Dicha
calidad se encuentra influida y limitada por diversos factores que pueden ser entre otros genéticos. Por ejemplo, se pudo
observar que el contenido en antocianinas (Vázquez Roncero y col, 1970) así como el nivel de polifenoles en el aceite
de oliva (Cimato, 1990), dependen del cultivar analizado. Algunos autores han realizado estudios que parecen indicar
que parámetros como el porcentaje de ácido oleico es constante e independiente de factores como la zona, el momento
de la recolección y la variedad (Caselli y col., 1993). Sin embargo, estudios más actuales muestran claras diferencias en
este y muchos otros parámetros del aceite dependientes de la variedad de olivo utilizada para su elaboración. Aparicio y
Luna (2002) ilustran en una completa revisión los parámetros que diferencian unos de otros aceites de origen
monovarietal. Nuestros resultados confirman que el nivel del ácido oleico, un parámetro muy importante en la
definición de la calidad del aceite de oliva, presenta importantes variaciones en su porcentaje entre las variedades
estudiadas. Los resultados obtenidos muestran además que existe una marcada correlación entre dicho porcentaje y la
expresión en el fruto de olivo de un miembro de la familia de Acyl carrier protein (ACP) desaturasas (Stearoyl-ACP
desaturasa). Las variedades de olivo (Olea europaea L.) donde la expresión de Stearoyl-ACP desaturasa es mayor,
contienen igualmente en su aceite un nivel muy alto en ácido oleico. Este trabajo puede extenderse al estudio de otras
enzimas relacionadas con la ruta de biosíntesis de ácidos grasos en el fruto de olivo (por ej. el enzima enoyl-ACP
reductasa, ya caracterizado de forma preliminar en olivo –Hatzopoulos y col., 2002-) y a otras variedades.  Este tipo de
marcadores podrían ser utilizados en el fruto como indicadores potenciales de la calidad del aceite obtenible.
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Tabla 1. Porcentajes determinados para diferentes ácidos grasos analizados en el aceite de oliva de las siete variedades
estudiadas. C16:0 Palmítico, C16:1 Palmitoleico, C18:0 Esteárico, C18:1 Oleico, C18:2 Linoleico, C18:3 Linolénico,
C20:0 Aráquico.
Variedad C16 C16' C18 C18' C18'' C18''' C20
Picholine 10.2 0.5 2.9 71.3 13 0.98 0.34
Menara
Lucio 11.32 1.46 3.11 67.58 7.56 1.79 0.41
Picual 11.51 1.24 2.80 78.93 3.87 1.16 0.38
Loaime 13.51 1.50 2.65 76.30 4.23 0.82 0.39
Hojiblanca 11.72 0.99 3.05 69.04 12.76 1.68 0.31
Arbequina 14.8 1.4 1.9 70.0 10.1 0.58 0.34
9.9 0.7 2.9 12.971.0 0.96 0.26
Tabla 1
Figura 1. Ruta de biosíntesis de ácidos grasos en plantas. La primera etapa en la desaturación de los ácidos grasos en plantas es catalizada por el enzima Stearoyl-Acyl Carrier
Protein (ACP) desaturasa (indicada por estrella). Modificado de Merlo y col (1998).
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Figura 2. (A) Análisis en gel de agarosa al 1.5% en TBE de los niveles de transcritos correspondientes a Stearoyl-Acyl Carrier Protein (ACP) desaturasa en fruto maduro de las
variedades de estudio: Calle 1: l/Hind III, calle 2: Picholine marocaine, calle 3: Menara, calle 4: Lucio, calle 5: Picual, calle 6: Loaime, calle 7: Hojiblanca, calle 8: Arbequina. (B)
Amplificación de transcritos de ubiquitina desde la forma monomérica hasta la forma pentamérica como control para ratificar la equivalencia de la cantidad de cDNA utilizada para
cada muestra.
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Figura 3. (A) Análisis mediante Northern blot no radioactivo de la expresión de Steraoyl-ACP desaturasa en fruto maduro de las variedades de estudio. 15 mg de RNA total han sido
cargadas en cada calle. (B) Cuantificación de los niveles de transcritos mostrados en el gel A) (C) La tinción con bromuro de etidio de los RNA 18S y 28S sirve como control de la
equivalencia de la cantidad de RNA total para cada muestra.
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